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COMPARACIÓN DEL CULTIVO DE EMBRIONES BOVINOS EN OVIDUCTOS
OVINOS SOBRE LA VIABILIDAD DE BLASTOCITOS
POSDESCONGELACIÓN
RESUMEN
Existen múltiples factores que afectan el éxito en la tasa de preñez en los
programas de transferencia de embriones producidos

in-vitro, además la

dificultad que presentan los mismos a los procesos de criopreservación y
almacenamiento.
Se utilizaron 336 embriones provenientes de oocitos aspirados de ovarios de
matadero, clivados, separados en dos grupos de incubación en Cámara de
CO2 y Oviductos ovinos respectivamente. Los resultados muestran una
importante diferencia entre los embriones incubados en oviductos de oveja
contra los incubados en cámara de CO2 evaluados después de someterlos a
procesos de criopreservación y descongelación y reanudando su proceso de
desarrollo inmediato. Los datos de analizaron con el programa estadístico
Statgraphics Versión 16.1.7, donde se realizaron pruebas de hipótesis de
acuerdo a las proporciones de la calidad y viabilidad de embriones después de
descongelación con un nivel de confianza del 99%.
Los embriones descongelados pasaron al estadío siguiente mostrando un
mayor número de embriones que alcanzaron este proceso a los incubados en
oviductos de oveja, aunque el porcentaje de pérdidas embrionarias en la
colecta del oviducto ovino fue alta (43/168).
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ABSTRACT
There are many factors that affect the success rate of pregnancy in the
programs of transfer of embryos produced in vitro, also the difficulty that present
the same to the processes of cryopreservation and storage.
We used 336 embryos derived from oocytes aspirated from slaughterhouse
ovaries, cleaved, separated into two groups of incubation in CO2 camera and
oviducts sheep respectively. The results show a significant difference between
embryos incubated in oviducts of sheep against the incubates in camera CO2
evaluated after subjecting them to processes of cryopreservation and thawing
and resuming its development process immediately.
The data were analyzed using the statistical program Statgraphics Version
16.1.7, where tests were carried out for hypotheses according to the proportions
of the quality and viability of embryos after thawing with a confidence level of
99 %.
The thawed embryos were transferred to the following stage showing a greater
number of embryos that reached this process to the incubated in oviducts of
sheep, although the percentage of embryonic losses in the collection of high
was sheepmeat oviduct (43/168).
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1. Introducción
Las bajas tasas de concepción logradas por los programas de
fertilización in vitro (FIV), llevan a un estudio profundo de las características del
oviducto como garante del desarrollo embrionario, tratar de imitar el ambiente
oviductal (co-cultivo), fabricar el mejor medio de incubación o mantener
embriones en oviductos de otras especies garantizará el éxito de la concepción
por FIV (Andrabi, Maxwell. 2007).
Ante el avance biotecnológico en el campo de la reproducción animal, los
programas de transferencia de embriones, fertilización in vitro, clonación, entre
otros, requieren mayor intensidad de investigación, tanto en las distintas
técnicas como en los medios y materiales utilizados puesto que en este punto
se han presentado las pérdidas embrionarias de estructuras transferibles o que
paran su desarrollo impidiendo la concepción y alterando las tasas de éxito en
los diferentes programas de reproducción asistida (Cutini et al., 2000).
El desarrollo embrionario in vivo o in vitro depende del microambiente que
se le proporcione, los medios de cultivo y maduración existentes cumplen con
los requerimientos mínimos de desarrollo según International Embryo Transfer
Society (IETS, 1999). El efecto que puede llegar a tener el estadío de
desarrollo embrionario sobre los porcentajes de preñez es un factor que ha sido
estudiado por diversos autores con resultados dispares. En algunos casos,
blastocitos tempranos y blastocitos intermedios resultaron en mayores
porcentajes de preñez que mórulas, blastocitos expandidos y blastocitos
protruidos (Cutini et al., 2000).
Galli et al. (2003), obtuvieron mejores resultados con blastocitos que con
mórulas, y otros observaron que mórulas y blastocitos tempranos resultaron en
3

porcentajes de preñez más elevados que blastocitos intermedios o blastocitos
expandidos. Contrariamente, otros autores no han hallado efecto del estadío de
desarrollo (Cutini et al., 2000).
Es deseable transferir un buen embrión fresco o in vitro y se necesita del
mejor medio de cultivo, colecta y/o maduración existente o establecido, pero el
mejor microambiente lo proporciona el oviducto, y el medio lo trata de imitar al
máximo (Rizos et al., 2002).
El proceso de Fertilización In Vitro, conlleva una serie de eventos que
regulan el desarrollo embrionario, dicho desarrollo influye sobre la calidad final
de un embrión transferible; de acuerdo con la IETS, se deben transferir
embriones calidad 1 y 2 en estadíos de mórulas y blastocistos (IETS, 2000) En
el proceso de FIV, los embriones son llevados a estos estadíos a través de
medios de maduración y cultivo mantenidos en incubación, esto, tratando de
imitar las condiciones oviductales de una hembra recién fecundada; el mejor
microambiente para el desarrollo de un embrión es el oviducto (Rizos et al.,
2002). Debido a esto se

planteó utilizar un medio de maduración y

mantenimiento de embriones y compararlo con el nivel de desarrollo en el
oviducto de una especie diferente como la ovina, transfiriendo los embriones
después que logren el clivaje para que se desarrollen en dicho oviducto,
recuperarlos 5 días más tarde para su evaluación, someterlos a procesos de
congelación y evaluar la viabilidad y calidad posdescongelación y compararlos
con embriones en el mismo proceso pero incubados en cámara de CO2.
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2. Objetivo general
Comparar los embriones producidos por Fertilización in vitro e incubados en
oviductos ovinos con los incubados en cámara de CO2

y sometidos a

congelación.

3. Objetivos específicos
-Observar la calidad de un medio de maduración de embriones bovinos
obtenidos in vitro, llevarlos hasta el estadío de mórula o blastocito y después de
un proceso de criopreservación, evaluar su desarrollo y viabilidad.

-Evaluar el grado de desarrollo de embriones bovinos obtenidos in vitro
incubados en oviductos de hembras ovinas durante 5 días.

-Evaluar la viabilidad posdescongelación de los embriones obtenidos mediante
valoración del desarrollo de los mismos.

-Comparar los resultados con embriones incubados in vitro contra los
embriones incubados en oviductos de ovejas y sometidos a criopreservación.

5

4. Marco teórico
Los programas biotecnológicos de vanguardia obligan a una constante
investigación sobre diferentes temas acerca de la evolución de los procesos
reproductivos y productivos de la explotación.
En reproducción animal, la FIV ha tomado fuerza desde un punto de vista
económico ya que se obtienen más embriones a menor precio, aprovechando
el máximo desempeño de una hembra donante durante su vida productiva.
(Oyuela. 2009).
Durante muchos años se ha trabajado buscando reproducir artificialmente los
eventos de la maduración y fertilización del oocito, y el desarrollo embrionario
temprano. Así, lo que en principio sólo tenía fines de investigación, en los
últimos años se ha comenzado a utilizar con propósitos comerciales (Galina et
al., 2006).

Los resultados de producción in vitro de embriones en distintas especies fueron
mejorando significativamente a medida que avanzaron los conocimientos
acerca de sus requerimientos. Para ello, fue necesario transformar los medios
de cultivo primitivos, muy complejos y suplementados frecuentemente con
suero, en medios más definidos, en los cuales cada uno de sus componentes
pudiera ser estudiado en función del efecto que genera sobre el desarrollo
embrionario, su sobrevida poscriopreservación, la tasa de gestación y el
porcentaje de crías viables (Enright et al., 2000).

En la actualidad, existe un considerable interés por producir crías por medio de
las técnicas de Maduración In Vitro (MIV), FIV, y desarrollo de embriones en la
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especie bovina con el propósito de mejorar la calidad y la cantidad de animales
élites. Sin embargo, la obtención de ovocitos por métodos quirúrgicos o por
aspiración folicular in vivo es bastante costosa y no son fáciles de adquirir por
todos los ganaderos, ya que se necesita una gran inversión de tiempo y la
cantidad de material genético esta centrado en muy pocas empresas (Cabrera
y Fernández, 2006).
Los procesos de FIV y MIV han tratado de simular el microambiente oviductal
para garantizar que embriones obtenidos por FIV se desarrollen y puedan ser
transferidos

a

transferencias;

hembras
siendo

receptoras

prácticamente

o

criopreservados

imposible

simular

para
al

futuras

100%

el

microambiente del oviducto, se han desarrollado medios de maduración e
incubación de embriones con muy buenos resultados pero costosos a la hora
de recuperar embriones transferibles, siendo inviables la mayoría de ellos
(Galina y Valencia, 2006).

4.1.

Oviductos

Los oviductos en mamíferos son órganos pares esenciales para la
reproducción, cumplen funciones de transporte de los gametos, capacitación
espermática, segmentación embrionaria y transporte sincronizado del embrión
hacia el útero para su fijación (Anzaldúa et al., 2003). Todo esto gracias a sus
condiciones favorables, sin embargo, existe poco conocimiento sobre los
mecanismos de regulación de la secreción del oviducto, en particular durante
los procesos de fertilización y el desarrollo embrionario temprano, igualmente
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se conoce poco acerca de las interacciones celulares y moleculares entre este
órgano y el embrión (Carlson et al., 1970).

INFUNDÍBULO
OVARIO (CUERPO LÚTEO)

UNIÓN UTERO-TUBAL
ÁMPULA

Figura 1. Anatomía del oviducto ovino. Fuente Gómez (2012)
El oviducto presenta 4 regiones: Como se observa en la figura 1, La fimbria,
la cual tiene forma de embudo y consta de prolongaciones digitiformes
adyacentes al ovario que permiten la captación del óvulo y también brinda una
comunicación con la cavidad peritoneal (Carlson et al., 1970).
4.1.1. Infundíbulo: es la continuación tubular de la fimbria y corresponde al
tercio distal del oviducto, tiene como función el transporte de los gametos e
histológicamente no puede distinguirse del ámpula (Pauerstein et al. 1979).
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4.1.2. Ámpula: es la porción media del oviducto que se extiende desde la unión
istmo - ampular hasta el infundíbulo, acá ocurre generalmente la fecundación,
específicamente en la unión istmo ampular (Pauerstein et al., 1979).
4.1.3. Istmo: conforma el tercio proximal del oviducto y está adyacente al útero,
se caracteriza histológicamente por un mayor grosor, debido a que la porción
muscular (miosalpinx) presenta un mayor número de capas; la mucosa
presenta pocos pliegues y el epitelio es secretor predominantemente. La unión
istmo -ampular actúa como un esfínter funcional, que controla el transporte del
óvulo hacia el útero. En la oveja el tipo celular predominante a nivel del ámpula
y el istmo corresponde a las células ciliadas (Pauerstein et al., 1979).
La población celular del oviducto varía a lo largo del ciclo estral a causa de la
influencia de las hormonas esteroides de origen ovárico como son los
estrógenos, que se encuentran en las etapas foliculares presentando en mayor
numero células ciliadas, y la progesterona en etapas luteínicas donde
predominan células secretoras no ciliadas generalmente (Pauerstein, y
Eddythe, 1979). En la oveja se ha estudiado la altura del epitelio del ámpula y
el istmo del oviducto, observando que es mayor en los tres primeros días de la
gestación en relación con hembras ovariectomizadas, y disminuye a partir del
día 4, sin embargo a diferencia de otras especies, el tipo celular predominante
en ambas porciones corresponde a las células ciliadas, mientras que las no
ciliadas producen una proteína dependiente de la acción estrogénica. (Locatelli
et al. 2005). Durante el puerperio las modificaciones celulares en los oviductos
de ovinos son mínimas (Anzaldúa et al., 2003).
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Las secreciones del oviducto presentan dos componentes principales; el
primero es un trasudado de moléculas extravasadas del plasma sanguíneo,
siendo relevantes la albúmina, transferrina e inmunoglobulinas. El segundo es
un componente secretor propiamente dicho, sintetizado y liberado activamente
hacia la luz del órgano por las células secretoras, es en general heterogéneo,
sin embargo algunas moléculas presentes en el fluido parecen ser comunes
para diversas especies de mamíferos domésticos, como son: las proteínas
dependientes de estrógenos, los factores de crecimiento, las mucinas
específicas del oviducto, las prostaglandinas, entre otras. Algunas de estas
moléculas interaccionan con los embriones (Anzaldúa et al., 2003).

4.2.

El oviducto en el desarrollo embrionario

Las secreciones de la mucosa del oviducto juegan un papel trascendente en
el desarrollo embrionario. La importancia de estas secreciones se ha evaluado
en diversos experimentos in vitro en donde los embriones son colocados en
cultivos de células epiteliales del oviducto y se determina su efecto sobre la
viabilidad embrionaria (Rizos et al., 2002).
En la oveja durante el estado de 2 a 4 blastómeros se pueden identificar 4
glicoproteínas más en la zona pelúcida y en la membrana de los blastómeros,
pero no en su interior, así como diversos antígenos del oviducto se observan
no sólo dentro de la zona pelúcida, sino en asociación con el espacio
perivitelino, la membrana vitelina e incluso en el citoplasma del embrión
(Anzaldúa et al., 2003).
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La función de todas estas proteínas no se conoce completamente, pero el
hecho de provenir de las secreciones oviductuales y de ser selectivamente
incorporadas a regiones específicas del producto, puede indicar un papel
importante en el desarrollo y crecimiento del embrión (Rizos et al., 2002).
En ovinos y bovinos los productos de secreción del oviducto tienen una
actividad mitogénica importante sobre el embrión. Esta actividad sinergiza con
la insulina, ya que esta hormona y otras moléculas relacionadas como el factor
de crecimiento derivado de la insulina (IGF-I), tiene aparentemente un papel
relevante en el desarrollo embrionario previo a la implantación (Senger, 2003).
Existen moléculas de secreción específicas del oviducto que han sido bien
estudiadas como la proteína asociada a estrógenos, la cual se ha demostrado
que en cerdas, hámster, ratonas y ovejas presentan un gradiente de actividad
secretora dependiendo de la porción anatómica, siendo mayor en el ámpula,
seguido del infundíbulo y por ultimo en el istmo (Bosch et al., 2006). En ovinos
y bovinos esta moléculas son glicoproteínas secretadas por el ámpula y se
vierten hacia la luz generalmente en el día 3 del ciclo estral. En ovinos se
conoce como oEGP y en bovinos como bEGP, los genes de donde provienen
estas proteínas tienen 95% de homología en estas especies (Carlson et al.,
1970). Los iones en el fluido oviductual bovino y ovino se caracterizan por bajos
niveles de Na++ y altos niveles de K+, comparados con los niveles plasmáticos,
por lo cual, estos dos elementos deben ser cuidadosamente balanceados al
formular los medios de cultivo (Enright et al., 2000).
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4.3.

Cultivo de embriones

El cultivo de embriones es el desarrollo de oocitos fertilizados hasta llegar al
estado de blastocistos. Este corresponde al paso más prolongado dentro del
proceso de producción in vitro, es el período en el que se establece el mayor
porcentaje de pérdidas del sistema. A su vez, durante esta etapa, se define en
gran medida la calidad de los embriones obtenidos (Enright et al., 2000; Rizos
et al., 2002).
Entre las técnicas utilizadas para la incubación de embriones se han
desarrollado y aplicado varios protocolos, los cuales incluyen diferentes
sistemas de cultivo, siendo In Vitro, el SOF-cultivo, que utiliza fluido sintético de
oviducto, el CO-cultivo que se realiza en presencia de células epiteliales del
oviducto, y cultivo In Vivo donde se utilizan hembras sincronizadas (Rizos et al.,
2002). El cultivo in vitro SOF se basa en el análisis bioquímico del fluido de
oviducto ovino, más el agregado de albúmina sérica bovina (BSA), el cual se ha
utilizado para cultivar embriones ovinos, bovinos y caprinos (Enright et al.,
2000). Se toman 500µl de SOF con 3mg/mL de BSA que corresponden al
medio de cultivo, los cigotos se mantienen allí durante 7 días a 38.5oC en una
atmosfera y con 5% de CO2 en aire (Rodríguez et al., 2007). Según algunos
autores la capacidad del SOF para promover el desarrollo embrionario mejora
cuando el cultivo se efectúa en una atmósfera con baja tensión de oxígeno
(Bosch et al., 2006, Galli et al., 2003). A cambio del BSA existen quienes
prefieren utilizar suero Humano (SH) (Holm et al., 1996), Suero fetal Caprino
(FCS) (Enright et al., 2000) o Suero Fetal Bovino (SFB) (Bosch et al., 2006).
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En cuanto al Co-cultivo in Vitro es muy importante realizar una buena
preparación de las células del epitelio del oviducto que se va a utilizar (Bosch
et al., 2006). Se deben colectar los oviductos necesarios, estos se separan del
tejido adyacente y su mucosa es retirada mecánicamente ejerciendo presión
sobre el oviducto desplazándose hacia el extremo ovárico de manera que
forzosamente salieran las células de la mucosa (Holm et al.,1996), los
fragmentos epiteliales resultantes son lavados 3 veces en medio TCM199,
posteriormente son distribuidos en los frascos de cultivo requeridos con 500µL
de TCM199 suplementados con suero fetal bovino, suero fetal caprino o suero
humano, Gentamicina a 38.5oC (Holm, et al. 1996) o 39oC (Enright et al.,
2000) en una atmosfera y con 5% de CO2 (Rodríguez et al., 2007).
Por último, el sistema de cultivo in vivo en el cual se sincroniza el ciclo estral
mediante el uso de protocolos hormonales, debido a que las condiciones del
medio de incubación son naturales. Este sistema permite usualmente un clivaje
entre 48 y 72 horas post fertilización in vitro e inmediatamente ser transferidos
al oviducto de las ovejas; en caso de un número pequeño de clivaje de
embriones de distintas donantes, estos son empapados con diversas especies
de agares, permitiendo una transferencia simultanea al oviducto ovino con la
posibilidad de identificar los diferentes grupos de embriones, siendo esta
tecnología una Transferencia Intratubárica de Zigotos (ZIFT) modificado al
momento de extracción de los embriones después de incubación. (Galli et al.,
2003).
El oviducto de los mamíferos tiene la capacidad de sostener el desarrollo de los
embriones de varias especies distintas, lo que conlleva a beneficiosos efectos
del ambiente oviductal, pueden ser en realidad inespecíficos respecto a la
13

especie (Rizos et al., 2010). Se ha demostrado por varios investigadores que el
oviducto ligado ovino puede proporcionar un medio ambiente adecuado, no
solo para los embriones de las mismas ovejas, sino también para los de otras
especies (Lonergan et al., 2003, citado en Rizos et al., 2010), incluyendo el
ganado vacuno (Eyestone et al., 1987; Gutierrez-Adan et al., 1995).
Van Langendonckt et al., (1994), citado por Diez (2003) obtuvieron una
proporción de 20/34 embriones producidos in vitro que lograron gestación con
un porcentaje de preñez de 59% utilizando Glicerol como criopreservante, en
los mejores resultados, contra un promedio de 70% de embriones producidos in
vivo con la misma técnica de congelación.

4.4.

Clasificación Embrionaria:

La IETS (2003) ha propuesto la siguiente clasificación:
Calidad 1: Excelente o bueno. La masa embrionaria es simétrica y esférica, con
blastómeros individuales uniformes en tamaño color y densidad. El desarrollo
del embrión es consistente con la fase del desarrollo esperada. Presenta
irregularidades relativamente menores y por lo menos el 85% del material debe
permanecer intacto dentro de la masa embrionaria. La zona pelúcida debe ser
lisa y no debe tener ninguna superficie cóncava o delgada.
Calidad 2: Regular. Presenta irregularidades moderadas en la forma global de
la masa embrionaria o en el tamaño, color y densidad de las células
individuales. Por lo menos el 50% del material celular debe permanecer intacto
dentro de la masa embrionaria.
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Calidad 3: Malo. Presenta irregularidades mayores en la forma de la masa
embrionaria o en el tamaño, color y densidad de las células individuales. Por lo
menos el 25% del material celular debe permanecer intacto dentro de la masa
embrionaria.
Embriones de calidad 4: Muertos, degenerados o con retrasos en el desarrollo
y óvulos no fertilizados no serán transferidos.

5. Técnica de cultivo in vivo en el oviducto de la oveja:
Se han realizado múltiples experimentos cultivos de embriones bovinos con
el objetivo de garantizar el desarrollo de los mismos sobrepasando estructuras
embrionarias de mas de 9 a 16 células exigiendo que se incluyan componentes
activos de origen biológico, como el oviducto ligado de conejo (Lawson et al.,
1972, Boland, 1984, Sirard, 1985), y los oviductos ligados de ovejas
(Willadsen et al. 1981).
Esta técnica requiere hembras paridas que permitan accesibilidad y flexibilidad
de los cuernos y oviductos a causa del mesometrio y mesosalpinx que es mas
laxo que en hembras nulíparas, permitiendo así una correctal manipulación del
tracto reproductivo (Lazzari et al., 2009). Las hembras utilizadas como primer
reservorio son sincronizadas mediante un

dispositivo intravaginal de

progesterona que se aplica 1 a 3 días antes para evitar que la oveja entre en
celo durante el período de cultivo in vivo, el cultivo en ovejas en anestro, fuera
de la temporada de reproducción también es exitoso. (Eyestone et al., 1987,
citado en (Lazzari et al, 2009). Las ovejas primer reservorio son sometidas a
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laparotomía exploratoria ventral media, previa tranquilización, y sedación
anestesia, exteriorizando el útero, cubierto e hidratado cuidadosamente con
gasas estériles humedecidas en solución salina heparinizada (Lazzari et al.,
2009), la unión uterotubal de los dos oviductos es localizada y se liga con seda
quirúrgica no absorbible, los embriones (zigotos) transferibles se introducen
mediante un catéter plástico conectado a una jeringa de 1 ml. Se extiende el
oviducto y se introduce el catéter por la fimbria depositando los embriones a la
mitad del oviducto. El útero es finalmente ubicado en la cavidad abdominal
culminando con los planos de sutura correspondientes a peritoneo, musculo y
piel. El mismo procedimiento se usa para recuperar los embriones 5 días
después (según la fase en la que se transfieren los embriones). La ligadura de
la unión uterotubal se retira con un bisturí, el oviducto se cánula con un tubo
plástico, y los embriones son recuperados por lavado retrógrado del oviducto
mediante la inyección de unos 20mL

de solución Fosfato Bufferada (PBS)

(Lazzari et al., 2009).
Se ha demostrado que los oviductos ovinos, son capaces de apoyar
satisfactoriamente el crecimiento embrionario bovino (Eyestone, 1987, Galli et
al., 1996, Gutierrez-Adan, 1996, Enright, 2000, Rizos, 2001. Rizos et al., 2002).
La tasa de recuperación de embriones transferidos en el oviducto ligado ovino
se encuentra entre el 50% y 70% (Rizos, 2002, Eyestone et al., 1987).
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6. Materiales y métodos
Este proyecto se llevó a cabo en los laboratorios de reproducción y en los
quirófanos de la Universidad de La Salle, donde se realizó la fertilización in
vitro de oocitos extraídos de 96 ovarios de 48 vacas de matadero mediante
aspiración folicular de folículos mayores a 2 mm de diámetro utilizando una
jeringa de 20 cc. y aguja calibre 18 . En el estadio de división celular, después
de la fertilización in vitro se transfirieron 168 embriones a los oviductos de
ovejas criollas sincronizadas mediante un protocolo con Progesterona (3mg),
Gonadotropina coriónica equina (500UI), D-Cloroprostenol Sódico (75µg) y por
medio de laparotomía exploratoria previa tranquilización con Xilazina (0,5
mg/kg) y sedación anestésica (Ketamine 15 mg/kg); para su incubación durante
5 días, al terminar la incubación se extrajeron para ser clasificados bajo el
mismo proceso de laparotomía y colecta de embriones mediante lavado
retrogrado con solución PBS, evaluados y congelados por medio de la curva
convencional de congelación de embriones de acuerdo con los estándares de
la IETS (2003).

6.1. Localización: El proyecto se efectuó en la sede la Floresta de la
Universidad de La Salle, de la ciudad de Bogotá, calle 174 # 7-99, localizada a
una altitud de 2.600 msnm, con una temperatura de 18℃ en promedio, y con
una pluviosidad de 1.170 milímetros anuales en promedio.
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6.2

Población y Muestra: Se utilizaron 336 embriones

obtenidos por

fertilización in vitro (FIV) como unidad experimental, los cuales se encontraron
en estadio de división celular de dos células, se implantaron en cuatro ovejas
criollas púberes reproductivamente activas no gestantes. Los embriones fueron
divididos en dos grupos o variables.

6.3. Variables: El total de los embriones se dividió en dos variables, 168
embriones destinados a incubación in vitro en cámara de CO2 (variable control)
y 168 embriones incubados en oviductos de ovejas, incubación in vivo (variable
tratamiento) para comparar el efecto sobre el desarrollo embrionario durante 5
días de incubación. Para luego ser congelados, descongelados y evaluados en
su viabilidad y calidad (IETS, 2003).

6.4. Análisis Estadístico: Los datos se analizaron con el programa estadístico
Statgraphics

versión 16.1.7

con pruebas de hipótesis

de acuerdo a las

proporciones de la calidad y viabilidad de embriones congelados y
descongelados, Prueba de proporciones, donde por medio de porcentajes de
analiza la proporción de muestra y el tamaño de muestra de embriones que
continuaron su desarrollo al estadio siguiente.

6.5. Métodos y Procedimientos: Se seleccionaron cuatro ovejas destinadas a
ser las receptoras 1, vacías, mayores de 6 meses de edad, evaluadas
reproductivamente bajo chequeo ecográfico, a las que se les sometió a un
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protocolo de sincronización de celos .Un día antes del celo sincronizado de las
ovejas se procedió a realizar la aspiración folicular de ovarios procedentes de
Frigorífico, utilizando una jeringa de 20 cc y aguja calibre 16, se aspiraron todos
los folículos mayores de 2 mm de diámetro, obteniendo oocitos en distintos
grados y calidad, los oocitos fueron madurados y seleccionados para
fertilización in-vitro

dejados hasta el clivaje embrionario, de los cuales se

seleccionaron 336 embriones de dos células (zigotos) y divididos en 2 grupos,
168 embriones se mantuvieron en cámara de incubación de CO2 y los otros
168 se distribuyeron homogéneamente en los oviductos de las cuatro ovejas
receptoras transferidos por vía quirúrgica mediante Laparotomía exploratoria
bajo sedación general. Después de 5 días de incubación en los dos grupos, se
colectaron de forma quirúrgica por medio de Laparotomía exploratoria (Figura
2), después se compararon con los embriones incubados en la cámara de CO2,
se evaluaron y se clasificaron según las normas de IETS, seleccionando los
embriones de calidad 1 y 2 y en estadíos de Mórulas, Blastocistos y
Bastocistos expandidos, los cuales se sometieron a criopreservación siguiendo
el protocolo de congelación de embriones, curva lenta y utilizando Ethylenglicol
como criopreservante en la máquina congeladora de embriones. Tabla 1.
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Figura 2. Procedimiento de colecta de embriones de los oviductos ovinos.
Fuente: Gomez 2012.
Después de siete días de almacenamiento en Termo con Nitrógeno líquido, se
descongelaron en dos pasos, 10 segundos a Temperatura ambiente y 30
segundos en agua a 37 º C, para ser reincubados en medio de mantenimiento
en varias gotas del mismo y evaluados cada 60 minutos hasta completar las 12
horas siguientes y hasta observar la eclosión de los mismos.
Día 0

Día 9

Día 11

Día 13 - 14

Día 18

Día 23

Día 30

Implante de

Aplicación de

Aplicación de

Observación

Transferencia

Extracción

Descongelación

Norgestomet

Prostaglandina

200 UI eCG

de Celos.

quirúrgica de

quirúrgica

+ inyección

F2 alfa +

vía

embriones.

de

intramuscular

Retirada del

Intramuscular.

Evaluación y re
Aspiración

incubación.
embriones.

Folicular de
de Valerato

implante de

de Estradiol y

Norgestomet.

Evaluación

Ovarios de

Evaluación

cada 60

Frigorífico

y

minutos

Norgestomet.
congelación

Tabla 1. Protocolo de Trabajo, manejo hormonal, Cirugías y evaluación.
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7. Resultados y discusión

De acuerdo con los objetivos planteados, se obtuvo información sobre el
desarrollo, calidad y viabilidad de los embriones incubados en los dos grupos
(cámara de CO2 y Oviductos ovinos) notándose un alto porcentaje de
embriones de calidad 1 y 2 (29/43) correspondiendo a un 67,4% de los
embriones incubados en oviductos ovinos contra un 43,45% (73/168) de los
embriones incubados en cámara de CO2. Aunque la cantidad de embriones
perdidos en el proceso de colecta de los oviductos ovinos fue numerosa
(43/168). (Figura 3), permitió evaluar de correcta forma la calidad y viabilidad
posdecongelación de los mismos. Anexo 1.
EMBRIONES INCUBADOS Y RECUPERADOS

Figura 3. Cantidad de embriones recuperados y congelables después de 7 días
de incubación.

21

Los embriones clivados de 2 días de desarrollo se seleccionaron para
transferirlos a los oviductos ovinos (Figura 4), donde se observa una de las
gotas seleccionadas para distribución para incubación.

Figura 4. Embriones de dos células (clivados) para incubación en oviductos.
Gómez, 2012.
Después de someterlos a congelación y almacenamiento durante 7 días, los
embriones de los dos grupos se descongelaron para ser evaluados mostrando
una gran diferencia entre los dos grupos a favor de los embriones incubados en
oviductos ovinos, donde 12 de 29 embriones congelados mostraron desarrollo
al estadío siguiente observándose la evolución de mórulas a blastocistos y
blastocistos expandidos demostrando la viabilidad posdescongelacion contra
13 de 73 embriones del grupo control incubado en cámara de CO2. (Figura 5).
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EMBRIONES VIABLES POSDESCONGELACIÓN

Figura 5. Comparación de embriones viables posdescongelación
Observando la proporción estadística, hay una diferencia significativa en la
viabilidad y calidad embrionaria de los embriones incubados en oviductos
ovinos (12/29) contra los embriones incubados en cámara de CO2 (13/73) de
las 102 observaciones totales favoreciendo a la incubación natural para
preparar al embrión al proceso de criopreservación.
Aunque al totalizar la cantidad de embriones inicial y el porcentaje de
pérdida en la colecta (43/168) embriones incubados en oviductos ovinos contra
los embriones incubados en cámara de CO2 (168/168), igualando las
proporciones de embriones viables al final del proceso (Figura 6).
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EMBRIONES VIABLES AL FINAL DEL PROCESO

Figura 6. Proporción de embriones viables al final del proceso de 336
incubados, 12 y 13 embriones respectivamente entre los dos grupos.
Al final del proceso un 7,14% (12/168) embriones incubados en oviductos
ovinos, congelados y descongelados fueron viables, alcanzando al siguiente
estadío de desarrollo mientras que un 7,73% (13/168) embriones incubados en
cámara de CO2 siguieron su desarrollo y proceso. Observándose que no hay
diferencias significativas entre los dos grupos. En esta muestra de 336
observaciones, la proporción muestral es igual a 0,14. Puesto que el valor-P
para la prueba es mayor o igual que 0,05, no puede rechazarse la hipótesis
nula con un 95% de nivel de confianza. La cota de confianza muestra que los
valores de teta soportados por los datos son mayores o iguales que 0,10.
La pérdida de los embriones incubados en los oviductos se puede deber a
pérdidas en el proceso de colecta de los mismos, a la respuesta adversa de la
24

receptora inicial o errores en el proceso de inoculación, transferencia y colecta
de los mismos.

Al analizar los datos obtenidos se observó que no hubo diferencias
significativas entre los dos grupos comparados proporcionalmente con los
embriones incubados al inicio del proceso. Sin embargo, de los embriones
recuperados de los oviductos comparados contra los incubados en cámara de
CO2, hay una diferencia proporcional a los embriones recuperados y que
siguieron su desarrollo posdescongelacion demostrando que la incubación
natural (oviducto ovino) proporciona un mejor microambiente para el embrión
afirmando las investigaciones de Rizos et al., (2002).
Los embriones incubados en oviducto de ovejas mostraron una mejor
calidad y desarrollo comparados con los embriones incubados en cámara de
CO2 en proporción con los embriones obtenidos pos fertilización in-vitro.
Después

de

los

procesos

de

criopreservación,

almacenamiento

y

descongelación, los embriones que se incubaron en oviductos mostraron un
mayor grado de desarrollo, alcanzando un estadío siguiente que los incubados
en cámara de CO2, obteniendo parecidos resultados al trabajo de Van
Langendonckt et al., (1994) aunque sin alcanzar preñeces exitosas.
La viabilidad de los embriones descongelados provenientes de la incubación
en oviductos ovinos se demostró finalizando con la eclosión de los mismos al
completar los 9 días de incubación total mientras los embriones incubados en
cámara de CO2 lo hicieron en menor grado.
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El cultivo de cigotos en el oviducto ovino mejora claramente la calidad de los
blastocitos fertilizados in vitro, según fue medido por la supervivencia después
de la criopreservacion (Rizos, D., Et al. 2002) obteniendo resultados similares
en esta investigación.
Los embriones incubados en oviducto ovino dieron como resultado una
cantidad

mayor

de

embriones

congelables

y

que

sobreviven

a

la

descongelación, sin embargo, Galli y Lazzari (1996) informaron que no había
diferencias entre el cultivo en el oviducto in vivo o del in vitro, en términos de
formación de blastocistos en día 8, como ocurrió con esta investigación pero
Rizos y colaboradores (2002) reporta que se observaron diferencias
importantes en la calidad de los embriones cultivados en el oviducto de oveja y
los obtenidos de donantes superovuladas siendo superior en términos de la
sensibilidad a la congelación y descongelación, igualando los resultados en
equivalencia con este trabajo.
El medio ambiente del oviducto puede contribuir al crecimiento y desarrollo
embrionario

hasta

el

estadio

de

blastocisto

en

una

gran

variedad

de especies. El uso de tales huéspedes intermediarios del cultivo de los cigotos
fertilizados en in vitro o in vivo no es un fenómeno reciente (Sreenan et al.,
1968; Lawson et al., 1972; Polge et al., 1972).
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8. Conclusiones y recomendaciones

Los embriones bovinos obtenidos por procesos de OPU-FIV e incubados en
oviductos ovinos tienen un mejor desempeño al someterlos a criopreservación
que los embriones incubados en cámara de CO2, al soportar el proceso de
descongelación y continuar su desarrollo hasta eclosión en mayor porcentaje.
El proceso de criopreservación de embriones obtenidos por OPU-FIV e
incubados en cámara de CO2 debe ser sometido a procesos diferentes de
mantenimiento, al fracasar en la viabilidad posdescongelacion.
El proceso de incubación en oviductos debe garantizar la calidad sanitaria
de las receptoras iniciales, asimismo garantizar la recuperación de todos los
embriones incubados para que el proceso sea óptimo en la cantidad de
estructuras transferidas y colectadas.
Aunque la biotecnología en la criopreservación y vitrificación de embriones
ha ofrecido resultados satisfactorios, la incubación natural como en oviductos
de diferentes especies o el CO-Cultivo, podría ser un pilar en el éxito en las
tasas de preñez obtenidas en estas técnicas.
Las investigaciones sobre embriones incubados en oviductos de oveja y
congelados, deben culminar con la transferencia exitosa, la implantación y
gestación final de las estructuras procesadas, para observar el real costobeneficio de la técnica.

27

Las ovejas que se pretendan utilizar para los procesos de incubación de
embriones, deberán tener un grado de desarrollo en sus genitales tal que
facilite la introducción y extracción de los embriones dentro de los oviductos.
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Anexos
Anexo 1. Datos reunidos para de embriones incubados en los dos grupos.

INCUBACIÓN
EN OVIDUCTO
EMB. TRANS

T. EMBRIONES
168

PORCENTAJES
100%

IETS
2

SELECCIÓN
1—2

EMB.
COLECTADOS

43

25,60%

4--5--6

1—2

EMB.
TRANSFERIBLES

29

17,26%

4--5--6

1—2

EMB.
CONGELADOS

29

17,26%

4--5--6

1—2

EMB. VIABLES
POS DESC

12

7,14%

T.EMBRIONES

PORCENTAJES

IETS

SELECCIÓN

168

100%

2

1—2

INCUBACIÓN
EN CÁMARA
CO2
EMB.
INCUBADOS

EMB.
CONGELABLES
EMB.
CONGELADOS
EMB. VIABLES
POS DESC

73

43,45%

5--6

1—2

73

43,45%

5--6

1—2

13

7,73%

5--6

1—2
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CANTIDAD
CONGELA
124(2-1);
44(2-2)

NO
CONGELA

9(6-3);
4(4-1); 7(5-1); 2(5-4);
7(6-1); 8(5-2); 1(4-3);
2(6-4)
3(6-2)
4(4-1); 7(5-1);
7(6-1); 8(5-2);
3(6-2)
0
4(4-1); 7(5-1);
7(6-1); 8(5-2);
3(6-2)
4(5-1); 2(4-1);
3(5-2); 2(6-2);
1(6-1)

CANTIAD
CONGELA
120(2-1);
48(2-2)

NO
CONGELA

13(6-3);
27(6-1); 32(6- 23(6-4);
2); 6(5-2); 8(5- 27(5-4);
32(5-3)
1)
27(6-1); 32(62); 6(5-2); 8(51)
0
4(6-1); 6(6-2);
2(5-1); 1(5-2)
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